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Выполнено сравнительное изучение степени противовирусной активности сочета-
ний субстанций ацикловира, циклоцитидинмонофосфата (модифицированного нукле-
озида) и бутаминофена в отношении вариантов вируса герпеса простого в эксперимен-
тах на культуре клеток. Установлен синергизм противовирусного действия сочетаний 
ацикловира и бутаминофена; циклоцитидинмонофосфата и бутаминофена. На основе 
результатов исследования проведен подбор оптимальных количественных соотношений 
действующих веществ для суммации и усиления противовирусного действия. Полученные 
данные являются экспериментальным обоснованием разработки новых комбинированных 
противогерпетических мазевых лекарственных средств, целью создания которых является 
повышение эффективности и безопасности противовирусной терапии.
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ВВЕДЕНИЕ
Среди вирусных заболеваний особое 
место занимают герпетические инфекции, 
представляющие серьезную медико-соци-
альную проблему [1]. 
Современная медицина располагает зна-
чительным арсеналом противовирусных ле-
карственных средств лечения герпетических 
инфекций. Одним из наиболее эффективных 
и чаще всего применяемых в медицинской 
практике противогерпетических лекарствен-
ных средств (ЛС) является ацикловир (аци-
клогуанозин) (рисунок 1). 
Ингибируя вирусную ДНК-полимеразу, 
ацикловира трифосфат блокирует синтез 
вирусной ДНК [2, 3]. ЛС обладает очень 
низкой токсичностью, так как не действует 
на ДНК-полимеразу клеток человека и неак-
тивен в  здоровых клетках. 
Широкое применение ЛС на основе аци-
кловира привело к возникновению ацикло-
вир-резистентных штаммов вируса, что су-
щественно снижает возможности  в терапии 
больных, страдающих герпесвирусными за-
болеваниями. 
В настоящее время во многих лабора-
ториях проводятся исследования, направ-
ленные на поиск соединений, проявляющих 
антигерпетические свойства. К числу таких 
соединений относятся бутаминофен и ци-
клоцитидинмонофосфат [4, 5].
Бутаминофен (2-гидрокси-3,5-ди-трет-
бутил-N-фенил-анилин) – антиоксидант фе-
нольной природы, обладающий противови-
русной активностью (рисунок 2).
В настоящее время выпускается мазевая 
форма бутаминофена (Бутаминофен 2 %, 
Рисунок 1 – Структурная формула 
ацикловира
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мазь, рег. уд. МЗ РБ № 06/09/941). Получе-
ние субстанции бутаминофена и состав его 
мазевой формы защищены патентами Респу-
блики Беларусь [6, 7]. 
Бутаминофен обладает противовирус-
ной активностью при лечении герпетиче-
ских заболеваний кожи и слизистых оболо-
чек (герпес простой, опоясывающий, герпес 
половых органов), способствует быстрому 
купированию воспалительного процесса, 
снижает зуд, отек, гиперемию, ускоряет об-
разование корок, препятствует появлению 
свежих высыпаний [3]. 
Циклоцитидинмонофосфат (2,2’-ангидро-
D-арабинофуранозил-цитозин-5’-моно-
фосфат моногидрат) является синтетическим 
аналогом пуринового нуклеозида (рисунок 
3). Эффективен в отношении вирусов: Herpes 

















Рисунок 3 – Структурная формула 
циклоцитидинмонофосфата
фата (ц-ЦМФ) выпускается ряд мазевых 
ЛС: нуклеавир 5%, мазь (рег. уд. МЗ РБ № 
04/10/1150) [8] и нуклеавир, глазная мазь 
(рег. уд. МЗ РБ 06/08/1290) [3].
При изучении противовирусной актив-
ности на культуре клеток было установле-
но, что по степени выраженности противо-
вирусного эффекта ц-ЦМФ и бутаминофен 
активнее ацикловира и фосфоноуксусной 
кислоты (ФК) в тех случаях, когда инфици-
рование происходит ацикловир-устойчивым 
или ФК-устойчивым вариантами вируса гер-
песа. Это является существенным преиму-
ществом ц-ЦМФ и бутаминофена [4, 5]. 
В ходе клинических испытаний мази 
бутаминофеновой 2% было показано, что 
эффективность терапии повышается при со-
вместном применении с мазью ацикловира 
[3].
Становится очевидной важность иссле-
дований, направленных на создание новых 
противогерпетических средств. С одной 
стороны, это  поиск новых химических со-
единений, угнетающих вирусспецифиче-
ские процессы и обладающих различными 
механизмами противовирусной активности. 
С другой стороны, это создание комбиниро-
ванных средств на основе известных фарма-
цевтических субстанций с тем, чтобы  обе-
спечить синергизм противогерпетической 
активности и оказать воздействие на возбу-
дителей герпетической инфекции с развив-
шейся устойчивостью к ацикловиру. В лите-
ратуре описана возможность ингибирования 
штаммов вируса герпеса простого I типа, 
устойчивых к действию ацикловира, фосфо-
ноуксусной кислоты или их комбинации, пу-
тем сочетанного применения трех средств, 
имеющих различный механизм действия и 
способных ингибировать репродукцию аци-
кловир-резистентного вируса: аденинараби-
нозида, рибавирина и фосфономуравьиной 
кислоты; ксилоарабинозида, рибавирина и 
фосфономуравьиной кислоты и др. [9].
Основной целью нашей работы является 
изучение противовирусной активности соче-
таний ацикловира, ц-ЦМФ и бутаминофена, 
а также подбор оптимальных количествен-
ных соотношений действующих веществ, 
достаточных для суммации и усиления про-
тивовирусного действия.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования ис-
пользовали зарегистрированные субстанции 
ацикловира (рег. уд. МЗ РБ № 735/05/10), ци-
клоцитидинмонофосфата (рег. уд. МЗ РБ № 
07/07/702), бутаминофена (рег. уд. МЗ РБ № 
06/08/935). Субстанции предварительно ана-
лизировали с целью подтверждения их соот-
ветствия требованиям действующей норма-
тивной документации (НД). 
В работе была использована субстан-
ция Ацикловир серии А041213, производи-
тель «Zhejiang Charioteer Pharmaceutical Co. 
Ltd.», Китай. В соответствии с требованиями 
НД субстанция представляет собой белый 
или почти белый кристаллический порошок, 
малорастворимый в воде, легкорастворимый 
в диметилсульфоксиде, практически нерас-
творимый в спирте этиловом 96 %. Раство-
рим в разведенных растворах минеральных 
кислот и щелочей. 
Содержание основного вещества и до-
пустимый предел гуанина в субстанции 
определяли методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) [10]. 
Хроматографирование проводили на жид-
костном хроматографе с УФ-детектором. 
Использовали колонку размером 250 х 4,6 
мм, заполненную силикагелем октадецил-
силильным для хроматографии (размер ча-
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стиц - 5 мкм). Подвижная фаза – смесь ук-
сусной кислоты ледяной и воды в соотноше-
нии 1:1000. Скорость подвижной фазы – 3,0 
мл/мин, детектирование осуществляли при 
длине волны 254 нм, объем вводимой про-
бы – 20 мкл. В качестве растворов сравне-
ния использовали растворы фармакопейных 
стандартных образцов (ФСО) ацикловира 
и ФСО гуанина. Содержание ацикловира в 
субстанции должно быть не менее 98,5 % и 
не более 101,0 % в пересчете на безводное 
вещество. Допустимый предел гуанина – не 
более 0,7 %.
Для определения суммы сопутствующих 
примесей использовали метод тонкослойной 
хроматографии (ТСХ) [10] с применением 
для анализа ТСХ пластинки со слоем сили-
кагеля F254 (Kieselgel 60 F254 фирмы «Merck», 
Германия) и смеси растворителей: хлоро-
форм – метанол – аммиака раствор концен-
трированный (80:20:20). Суммарное содер-
жание сопутствующих примесей, оцененное 
по интенсивности окраски пятен, видимых 
в ультрафиолетовом (УФ) – свете, в сравне-
нии с пятнами на хроматограммах раство-
ров сравнения, должно быть не более 1,0 %. 
Воду в субстанции ацикловира определяли 
полумикрометодом (не более 6 %) [10].
Для анализа использовали субстанцию 
Циклоцитидинмонофосфат серии 010705, 
производитель РУП «Белмедпрепараты». В 
соответствии с требованиями фармакопей-
ной статьи субстанция представляет собой 
белый мелкокристаллический порошок без 
запаха, растворимый в воде, очень малорас-
творимый в спирте этиловом 96 %, практи-
чески нерастворимый в хлороформе.
Содержание основного вещества в суб-
станции определяли методом абсорбцион-
ной спектрофотометрии в УФ-области [10] 
путем измерения величины оптической 
плотности испытуемого раствора в макси-
муме поглощения при длине волны 262 нм и 
с учетом удельного показателя поглощения 
ц-ЦМФ при этой длине волны. Содержание 
ц-ЦМФ должно быть от 98,0 % до 101 % в 
пересчете на сухое вещество.
Посторонние примеси  в субстанции 
определяли методом ТСХ с использованием 
пластинки со слоем целлюлозы для хромато-
графии F254  и смеси растворителей: бутанол 
– кислота уксусная ледяная – вода (5:2:3). На 
хроматограмме испытуемого раствора, кро-
ме основного пятна, допускается наличие 
дополнительного пятна, не превышающего 
по величине и интенсивности окраски пятна 
раствора сравнения (не более 2 %). 
Для определения потери в массе при вы-
сушивании навеску субстанции ц-ЦМФ су-
шили при температуре от 90°С до 95°С (не 
более 3 %) [10].
В эксперименте использовали субстан-
цию Бутаминофен серии 020205, производи-
тель РУП «Белмедпрепараты». Субстанция 
представляет собой кристаллический или 
мелкокристаллический порошок белого или 
белого с желтоватым или сероватым оттен-
ком цвета, легкорастворимый в хлороформе 
и эфире, умеренно растворимый в гексане и 
спирте этиловом 96 %, практически нерас-
творимый в воде. 
Для определения содержания основно-
го вещества в субстанции применяли метод 
абсорбционной спектрофотометрии в УФ-
области при длине волны 280 нм. Для расче-
та количественного содержания бутамино-
фена в субстанции использовали молярный 
показатель поглощения бутаминофена при 
длине волны 280 нм. Содержание бутамино-
фена должно быть от 95,0 % до 102 % в пере-
счете на сухое вещество. 
Присутствующий в субстанции в ка-
честве примеси анилин (не более 0,005%) 
определяли методом газовой хроматографии 
(ГХ) на газовом хроматографе с пламенно-
ионизационным детектором [10]. Сумму 
примесей определяли методом ВЭЖХ на 
жидкостном хроматографе с УФ-детектором. 
Использовали колонку размером 250 х 4,6 
мм, заполненную силикагелем октадецилси-
лильным для хроматографии (размер частиц 
– 5 мкм). Подвижная фаза – смесь ацетони-
трила и воды в соотношении 4 : 1. Скорость 
подвижной фазы – 1,0 мл/мин, детектиро-
вание осуществляли при длине волны 280 
нм, температура колонки – 25°С. Содержа-
ние суммы примесей в фармацевтической 
субстанции должно быть не более 3 %. Для 
определения показателя «Потеря в массе 
при высушивании» субстанцию бутамино-
фена сушили в вакуум-сушильном шкафу 
при температуре (80±1)°С и остаточном дав-
лении, не превышающем 0,7 кПа (8 мм рт. 
ст.) в течение 4 часов. Допускается потеря в 
массе не более 2 %. 
При изучении токсичности и противо-
вирусной активности субстанции растворя-
ли в бидистиллированной воде для получе-
ния исходного раствора (с добавлением 10% 
спирта этилового для водонерастворимой 
субстанции бутаминофена) с концентрацией 
5 мг/мл. Последующие разведения готовили 
на среде поддержки культур клеток.
Пороговое значение токсичности суб-
станций определяли на монослойных куль-
турах клеток первичных фибробластов эм-
брионов кур (ФЭК) и рабдомиосаркомы че-
ловека (RD). Монослойную культуру ФЭК 
выращивали с использованием гемогидро-
лизата с добавлением 10% сыворотки крови 
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крупного рогатого скота (оба препарата про-
изводства предприятия «Диалек»), культуру 
клеток RD – с использованием среды 199 
(Sigma) с добавлением 10% сыворотки крови 
эмбрионов крупного рогатого скота. После 
формирования сплошного монослоя клетки 
отмывали от ростовой среды и покрывали 
средой поддержки (среда 199), содержащей 
различные концентрации исследуемых ве-
ществ (двукратный шаг разведений). После 
48–72 ч инкубации при температуре 37оС 
оценивали состояние монослоя клеток по 
морфологии при малом увеличении микро-
скопа (80). Максимальную концентрацию 
веществ, в присутствии которой отсутство-
вали грубые изменения клеток, принимали 
как максимальную переносимую (толерант-
ную) концентрацию (МПК). Дополнитель-
ную информацию о состоянии клеток по-
лучали в ходе выполнения экспериментов 
по испытанию противовирусных свойств 
методом редукции бляшек, где индикатором 
жизнеспособности клеток (ФЭК) служило 
равномерное прокрашивание монослоя ви-
тальным красителем (нейтральный красный, 
Sigma), включенным в состав наносимого на 
клетки питательного покрытия. 
Противовирусные свойства бутамино-
фена, ацикловира и ц-ЦМФ изучали в экс-
периментах на культурах клеток ФЭК и RD 
с вирусом герпеса простого I типа (ВГП-1, 
штамм 1С, чувствительный к действию аци-
кловира). Исследования выполняли методом 
редукции бляшек на культуре ФЭК и мето-
дом оценки цитопатического эффекта (ЦПЭ) 
на культуре клеток RD. Монослойные куль-
туры клеток, выращенные во флаконах, от-
мывали от ростовой среды, инфицирова-
ли 0,01–0,001 бляшкообразующих единиц 
(БОЕ) или 50% тканевых цитопатогенных 
инфицирующих доз (ТЦИД
50




путем нанесения на клетки разведения ви-
руссодержащей суспензии в объеме 0,1 мл 
на 1 ч при температуре 37оС. Затем жидкость 
удаляли и клетки покрывали агаровым по-
крытием на основе среды 199 (Sigma) или 
средой поддержки (среда 199), содержащи-
ми различные концентрации субстанций 
исследуемых средств. Для каждой из кон-
центраций исследованных субстанций ис-
пользовали 2–4 флакона с культурой клеток. 
Подробно использованные методы описаны 
ранее [11, 12]. Критерием наличия противо-
вирусного действия считали различия в ти-
тре вируса в сравнении с контролем. Обра-
ботку полученных данных выполняли обще-
принятыми в вирусологии методами опре-
деления числа инфекционных единиц, Рида 
и Менча, статистики для малых значений n 
в несгруппированном ряду данных [13, 14]. 
Концентрации действующих веществ, пода-
вляющие репродукцию вируса на 50% (EC50) 
и 90% (ЕС90), а также доверительный интер-
вал их значений при 95% вероятности (I95) 
вычисляли с использованием компьютерной 
программы, основанной на пробит-анализе 
и взвешенной линейной регрессии [15]. От-
ношения МПК/EC50 и МПК/EC90 использова-
ли в качестве величин, свидетельствующих 
о широте диапазона активных нетоксичных 
концентраций вещества. 
При исследовании комбинаций бута-
минофена и ацикловира, бутаминофена и 
ц-ЦМФ характер эффекта сочетания (синер-
гическое, аддитивное, индифферентное или 
антагонистическое действие) определяли на 
основании фракционального индекса инги-
бирования (ФИИ = (EC50 вещества А в ком-
бинации/EC50 вещества А отдельно) + (EC50 
вещества В в комбинации/EC50 вещества В 
отдельно)), значения которого менее 0,9 рас-
ценивали как свидетельство синергизма дей-
ствия; 1,0 – как аддитивный эффект; от 1,1 
до 1,9 – как индифферентный эффект и 2,0 
– как антагонизм действия [16].
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты химического анализа суб-
станций ацикловира, цЦМФ и бутаминофе-
на указанных серий приведены в таблице 1. 
Согласно полученным данным, субстанции 
соответствовали требованиям НД и могли 
быть использованы в дальнейшем экспери-
менте.
При определении порогового значения 
токсичности субстанций ориентировались 
на значения МПК. Нетоксичными для куль-
тур клеток оказались субстанции ациклови-
ра и ц-ЦМФ (МПК >1 600 мкг/мл). Значи-
тельно более низкое значение МПК имела 
субстанция бутаминофена (25 мкг/мл). По-
роговое значение токсичности исследован-
ных средств для эмбриональных культур 
клеток птиц (ФЭК) и трансформированных 
клеток млекопитающих (RD) практически 
не различалось.
Полученные значения МПК субстанций 
использовали в дальнейшем для вычисления 
показателей, свидетельствующих о широте 
специфической противовирусной активно-
сти.
Согласно данным, полученным при ис-
следовании противовирусной активности 
субстанций ацикловира, ц-ЦМФ и бутами-
нофена, наиболее высокой противовирусной 
активностью в отношении ВГП-1 обладала 
субстанция ацикловира (таблица 2).
Несколько менее выраженную, однако 
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также высокую противовирусную актив-
ность проявила субстанция ц-ЦМФ. Обе 
субстанции, ацикловира и ц-ЦМФ, характе-
ризовались наличием большого диапазона 
концентраций с подавлением репродукции 
ВГП-1 более чем на 1 lg (в 10 раз). Об этом 




на, согласно полученным данным, облада-
ла слабой противовирусной активностью. 
Для этого средства характерно отсутствие 
широкого диапазона концентраций полного 
подавления репродукции вируса, имеющего 
место в случае использования ацикловира и 
ц-ЦМФ. 
Различие результатов, полученных в 
исследовании на разных культурах клеток, 
объяснялось в основном использованными 
Таблица 1 – Основные показатели качества ацикловира, ц-ЦМФ и бутаминофена











99,8 ± 0,028 в пересчете 
на безводное вещество 
(98,0 % -101,0 %);
гуанина – 0,2 ± 0,002 
(допустимый предел не 
более 0,7 %)
Вода – 4,84 ± 0,038 
(норма - не более 6,0 %) 
Сумма 
сопутствующих 




99,2 ± 0,033 в пересчете 
на сухое вещество 
(98,0 %-101,0 %)
Потеря в массе при 
высушивании – 
2,06±0,02
(норма - не более 3,0 %)
Сопутствующие 




98,3 ± 0,05 в пересчете 
на сухое вещество
(95,0 %-102,0 %)
Потеря в массе при 
высушивании – 
0,24 ± 0,003 (норма - не 
более 2,0 %)
Сумма примесей – 
1,83 ± 0,003 (норма 
- не более 3,0 %)
Примечание: *- критерии приемлемости: на хроматограмме раствора стандартного образца 
(РСО) должно быть четко видно пятно; на хроматограмме испытуемого раствора величина удер-
живания Rf  пятна должна быть равной Rf  пятна РСО аналогичной концентрации


























































Противовирусные свойства сочетаний 
субстанций бутаминофена и ацикловира, а 
также субстанций бутаминофена и ц-ЦМФ 
в отношении ВПГ-1 были определены в 
сравнительном исследовании на культуре 
клеток RD (таблица 3). При этом исследо-
вали субстанции каждого из средств в не-
обходимом диапазоне концентраций как 
индивидуально, так и с добавлением одной 
фиксированной концентрации субстан-
ции второго средства. Сочетания субстан-
ций ацикловира и бутаминофена, а также 
ц-ЦМФ и бутаминофена исследовали в от-
дельных экспериментах, выполненных в 
разное время. В связи с этим значения эф-
фективных концентраций бутаминофена в 
соответствующих строках таблицы разли-
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чаются.
Установлено увеличение противовирус-
ного действия для всех исследованных соче-
таний субстанций. Об этом свидетельство-










нофена в сочетании с субстанцией ацикло-





 субстанции ацикловира в сочетании 
с субстанцией бутаминофена – в 76,7 и 8,2 





 субстанции бутаминофена в сочетании 





субстанции ц-ЦМФ в со-
четании с субстанцией бутаминофена – в 5,5 
и 2,2 раза соответственно. Вариабельность 
показателей противовирусного действия бу-
таминофена в разных экспериментах может 
быть связана, прежде всего, с плохой раство-
римостью в воде.
Полученные данные свидетельство-
вали о возможности снижения количества 
активно действующих веществ в комбини-
рованной лекарственной форме без потери 
эффективности. Количественные соотноше-
ния субстанций для суммации и усиления 
противовирусного действия могут быть раз-
личными, за исключением концентраций, 
находящихся ниже минимальных пороговых 
значений (ниже ЕС
50
, определенных для со-
четаний веществ). 
Вычисленные значения ФИИ для соче-
таний субстанций бутаминофена с ацикло-
виром и бутаминофена с ц-ЦМФ составили 
Таблица 3 - Вирусингибирующие свойства сочетаний субстанций ацикловира и 
















Сочетание ацикловир + бутаминофен
Ацикловир 0,23 (2,7÷0,002) 4,2 (47,9÷0,37)
0,02
АЦВ + 3 мкг/мл 
бутаминофена 0,003 (0,008÷0,001) 0,51 (1,3÷0,20)
Бутаминофен 11,7 (13,2÷10,4) 30,4 (38,5÷24,0)
Бутаминофен + 1,5 мкг/мл 
ацикловира 0,04 (0,17÷0,08) 3,15 (14,6÷0,68)
Сочетание ц-ЦМФ + бутаминофен
ц-ЦМФ 2,2 (3,2÷1,5) 15,5 (23,0÷10,5)
0,46
ц-ЦМФ + 3 мкг/мл 
бутаминофена 0,4 (2,3÷0,06) 7,1 (44,8÷1,1)
Бутаминофен 4,6 (5,0÷4,3) 8,9 (9,5÷8,3)
Бутаминофен + 3 мкг/мл 
ц-ЦМФ 1,3 (1,4÷1,2) 2,3 (2,5÷2,1)
0,02 и 0,46,соответственно. 
Таким образом, при выполнении изуче-
ния противовирусной активности сочетаний 
субстанций бутаминофена и ацикловира, а 
также бутаминофена и ц-ЦМФ установлено 
синергическое противовирусное действие. 
Полученные данные свидетельствовали о 
возможности снижения количества активно 
действующих веществ в комбинированных 
лекарственных формах бутаминофена с аци-
кловиром и бутаминофена с ц-ЦМФ до 2 и 
более раз без потери эффективности.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. Выполнено сравнительное опреде-
ление степени противовирусной активно-
сти сочетаний бутаминофена, ацикловира, 
ц-ЦМФ.
2. Установлен синергизм противовирус-
ного действия сочетаний этих фармацевти-
ческих субстанций. 
3. Экспериментально подтверждена воз-
можность снижения количества действу-
ющих веществ в комбинированной лекар-
ственной форме до 2 и более раз для комби-
наций субстанций бутаминофена с ацикло-
виром и бутаминофена с ц-ЦМФ. 
SUMMARY
T.V. Truhacheva, O.V. Savinova, N.I. Pavlova, 
L.V. Diyachkova, E.I. Boreko
COMPARATIVE STUDY 
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OF THE SPECIFIC ANTIVIRAL 
ACTIVITY OF COMBINATIONS 
OF ACYCLOVIR, 
CYCLOCITIDINMONOPHOSPHATE 
AND BUTAMINOPHEN AGAINST HERPES 
SIMPLEX VIRUS
The comparative study of the degree of the 
antiviral activity of combinations of acyclovir, 
cyclocitidinmonophosphate (a modi ed nucleo-
side), butaminophen against strain of the herpes 
simplex virus. 
The synergistic action of butaminophen in 
combinations with acyclovir or cyclocitidin-
monophosphate was established. 
The data obtained provide the experimen-
tal basis for the development of new combined 
antiherpetic ointments with enhanced antiviral 
activity. The clinical usage of such formulations 
will prevent the development of the drug resist-
ance of the herpes virus. It is particularly impor-
tant in case of chronic recurrent diseases.
Keywords: herpes simplex virus, drug re-
sistance, acyclovir, nucleoside, butaminofen, 
synergism, resistance.
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